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論文内容要旨
 筋細胞の膜に生じた電気的変化(興奮)が,細胞内に新らたな反応を誘起」筋収縮運動とい
 う巨視的な現象を引き起こしている。このように膜の興奮現象によって誘起され,あるいは調節さ
 れる細胞質の二次的応答現象は,繊毛の方向決定,葉枕での急激な膨圧変化,原形質流動の停止,
 神経終末での化学伝達物質の放.出等,さまざまな形をとって現われる。一見,性質を異にした両
 現象が,如何なる機構で連関し,エネルギーの変換を行なっているかが,次第に明らかにされ
 つつある。
 海産の渦鞭毛藻類ヤコウチュウ(Noctiluca)では,活動電位が引金となって一過性の明る
 い生物発光をし,興奮一発光の連関機構に興味がもたれる。本研究では,活動電位の発生によっ
 て,細胞質内に何が起きるのかの問題を中心に行なわれたものである。各章の結果から最も重要
 と思える知見を列挙すると(1)発光源の存在する細胞質が極めて小さい体積であると考えられるこ
 と(第2章),(2)液胞液のpHが3.5前後であること(第3章),(3)発光誘発活動電位(以下,
 FTPと略記)の電位決定イオンがH十ではないかと思われること(第4章),(4)invitro
 系での発光がpHの低下で有効に誘発されること,である。これらを基礎にR+を連関因子とし
 た興奮一発光連関機構を考えた。
 ヤコウチュウは直径500μ順位のほぼ球形をした単細胞鳩細胞体の大部分は植物細胞と同
 様液胞で占められている。FTPの電気的諸性質はChapg(1960),Eckert(1965瓦
 Eckert&SiI)aoka(1968)等によって調べられた。その結果,多くの興奮性細胞での
 電位変化が,細胞質膜上でおきるのと違って,FTPは液胞液に面する液胞膜上で発生する構造
 的特徴を持つ1ていた。しかし,一般の活動電位と同様の電気的特徴を備えていた。つまり,FT
 P発生の外液としての役割は,環境水(海水)ではなく,液胞液が担っている。
 液胞液の分析の結果次の組成であった。Na+幸〔490η崩〕〔2一≠〔500蝋〕を主イオン
 成分と」K+訓25蝋〕,Ca2+試6.5肌～1〕と海水に近レ帆Mg3トキ〔3酬〕,SO42一
 +CO2‡〔〈0,5皿肌〕と少なく,NHオ≠〔20配阻〕と多い。特にpH値が3.5±0.18と低い
 ことが,FTPの電気イオン機構を考える上でも重要な特徴である。この異常とも思える低い値
 は,pH感受性ガラス微小電極で生細胞から得られ,破壊細胞液のpH測定液胞液への種々の
 pH溶液の注入実験からの値やすでに報告されていた値とも大体一致していた。また液胞液は,
 細胞内外の浸透圧差による水の出入(細胞体積の増減を伴う)で説明しうる希釈あるいは濃縮を
 受けるのみで,環境水の特定イオン濃度を変えても,その影響を受けない。このことから環境水
 側からの実験が,ほとんどFTPに影響を与えないことが理解できると同時に,FTPの電気イ
 オン機序を調べる'には,液胞液の直接的な変化実験が必要なことを示している。
 さて,FTPの電位決定イオン種は何かが,連関機構を探る重要な問題であると考える。通常
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 FTPは,液胞環境水間の通電による分極で誘発し,同じく液胞環境水間で測定する。細胞の表
 屡は複数の膜で構成されており,FTPを発生する液胞膜のみの反応を分離して得ることは技術
 的にできない。その上,ヤコウチュウには,もう1っ自発性の電位変動(TRPと略記)が絶え
 ず発生しており,FTPの理解を一層困難にしている。しか㎏一定の分極度で誘発したFTP
 の振幅は,TRPには左右されないことが確かめられ通常一150η↓vの分極度で50～60肌v
 の振幅のFTPが発生する。この振幅の意味については,仮定を含めた論議が必要であるが,こ
 れを指標に液胞液のイオン濃度変化(高濃度塩溶液等の微量・注入法)に対する反応を調べてみた。
 液胞液のpHをpB緩衝液の注入によって変化させると,pB2,4以下,pH4,0以上では,細
 胞は破壊し,pH2.5～3.7前後の趣く限られた範囲でのみ電気的反応が保たれる。この範囲で
 のFTPの振幅とpHの間には,液胞膜があたかもpH感受性ガラス電極に似た振舞いをしてい
 るような関係が得られる。つまり,本来の液胞液のpH3.5では約50η乙vであったFTPの振
 幅は,pHを下げて2.9,2.5にすると,それぞれ約80・nv,約100・・wとNemstの式の
 要求する傾きで顕著な増加がみられるからである。〔この実験には,まだかなりの数の失敗を伴
 う〕。この実験では通常みられない弱い持続型の発光がおきるが,発光の有無はFTP振幅に影
 響しないことが確かめられる。また,FTPやTRPの反応の中には,ヤコウチュウが液胞液の
 pHを本来の値に保つ能力のあることを示唆するものがあった。他方,高濃度に存在するNa+,
 Cガを除いて,液胞液構成イオンの各塩溶液を注入して元の10倍以上に濃度を変えても,FT
 Pの発生その振幅,さらにTRPにもほとんどその影響が認められない。またNa十に関して
 は“ふぐ毒"の注入でみる限り,その影響を認めない。CJは今のところ不明であるが,これら
 の反応は一般の興奮性細胞の活動電位のイオン依存性とは,かなり異なっている。この反応を最
 も単純に解釈すると,FTPが液胞と細胞質問のpH勾配で発生しているHナースバイクである
 ・∫能性を示している。しかし,細胞質(pHは中性付近と考える)と液胞の間には,3～4のpH
 勾配があると考えられ,FTPの姫幅として実測される50～60耽vの3～4倍の大きさが期
 待される。この矛盾は細胞表暦の形態的特徴を考慮すると一応理解でき,発光誘発に関して重要な
 予測を導くことができる。
 液施膜と環境水の間は,数μ珊の厚さに満たず細胞質に相当すると思えるところはユμ肌以
 下である。しかも環境水のpHを6～10にわたって変えてもFTPには変化が現われな
 いことから,FTPによって拡散したH十はこの極めて薄い層の細胞質内に留まって,そこ
 のpHを自ら大きく低下させると考えられる。伝導させないFTP誘発法をとっているから,表
 層膜の電気容量(0、8×10-6F/翻2)は,FTP振幅の値だけ充電されていなければならない
 必要性がある。このことから逆に細胞質内のpHが,どれだけ低下するかが算定できる。それによ
 ると,細胞質の厚さ0、1μ刑の仮定(この厚さは表層の観察からは断定できないが,否定される
 オマダーではない)の下に,FTP振幅50肌vの頂点時に細胞質内は4.36になる。従っ鴎F
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 TPの発生は細胞質内のpHを中性付近から数msec以内で急激に低下させる働きをすると推
 定する。このことを他の方法で検証することはできないが,いくつかの現象を説明することがで
 きる。本研究の目的であった発光誘発もその1つである。
 invivo系において興奮現象と発光現象を分離する方法は見い出せなかった。両現象が不
 可分の関係にあることを思わ駕細胞を破砕したinvitro系で発光誘発に有効な手段を見い
 出すことが1っの方法であると考える。ヤコウチュウの発光物質を詳細に調べた報告はないが,
 酵素一基質レベルで詳細に研究されている近縁のウズオ'ビムシ(Gonyaulax)のそれと極めて
 類似し,H+の添加(懸濁液のpHの低下)で発光がおきると言われている。予備的な実験とし
 てウズオビムシで用いられる抽出液(10mMEDTA,1肌Mdithiothreito1,50mMTri8
 -HC4buf£erpH8,2)の中で機械的に破砕し,遠心して得た分画(13万×g160分
 間遠心後の上澄を1/100に希釈)が,pHを5.5へ急激に低下させるだけでinvivo系の
 発光と類似の閃光型発光をするのがわかった。液胞液を構成する他のイオン種の添加で峨前者
 の発光強度の1/500以下で,その時間経過も極めて緩慢であり,有効ではないと思える。そ
 の他,(1)細胞内での発光源が頼粒状に存在すると報告されていること(2)1nvi亡ro発光のス
 ペクトルが約4711π配に極大波長をもつこと(3)重金属イオンで発光の阻害がおきることは確
 かにウズオビムシのそれらと類似している。しかし,全く同一のものであるとは思えない点もあ
 り,今後検討を必要とする。
 以上の結果等から,興奮一発光連関機構にB+を連関因子とした次のような可能性を指摘した。
 つまり,「刺激→液胞膜上でのFTP(H+一スパイク)の発生一液胞膜のH+透過性の増加
 →H+の液胞から細胞質内への拡散→発光顆粒近傍(細胞質内)のpH5、5以下への低下一う発光
 酵素一基質反応一・発光」である。Fogel&Hastings(1972)はウズオビムシの発光物
 質の研究から,発光顆粒近傍のpHの低下が必要であることを述べ,それが膜電位変化によるだ
 ろうとの予測をしている。今回の研究は電気的反応の側からその可能性を指摘したと言える。ま
ド
 た,このときのH-7の挙動は,繊毛虫ゾウリムシで知られている興奮一繊毛逆転反応連関におけ
 るCa2+一驚流説(Eckert&Naitoh(1972))でのCa2+の挙動に似ているともみ
 える。
 上記スキームは,1つの見込みある作業仮説であり,仮定の下に論じた部分,またもっと強く
 多方面から示めされる必要のある部分も多分にある。これらの部分は,おそらく液胞液のpHが
 他の多くの細胞ではみられない低い値であることと深く関る問題として解決されてゆくだろう。
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 論文審査の結果の要旨
 細胞膜に発生した一過性の活動電位により細胞に二次的な化学的あるいは物理的な応答が誘発
 されることが広く種々の細胞で知られている。最もよくその機構が究明されているのは筋細胞膜
 の活動電位が筋原繊維の収縮を誘発する現象で興奮一収縮連関とよばれている。ヤコウチュウ
 の発光も活動電位により誘発されるもので1本論文はこの単細胞生物の興奮一発光連関の機構を
 明らかにすることを目的とした。この細胞は直径約0.5m肌のほぼ球形をしており,細胞の大部
 分は液胞で占められ,最外層のペリクルの内側にそって,きわめて薄い細胞質があり,そこに発
 光果粒が散在している。活動電位は普通の興奮性細胞と違い液胞に接する液胞膜に発生するので1
 この膜の発電機構を知るためには液胞液のイオノ組成を知り,さらにその組成を変える必要があ
 る。液胞液の分析結果によ9,Na+,C召一,Ca十'トの濃度は海水のそれとほぼ等しいことがわ
 かった。自作した微小ガラス電極を液胞内に挿入しpRを測定したところ,3、5というきわめて
 低い(海水は約8)値が得られた。液胞液のH+以外の各イオンの濃度を大きく変えても活動電
 位の大きさを変えるものは見出せなかったが,種々のpH値の高濃度緩衝液を注入し,液胞のpH
 を変えてみると,pK2.4以下,4.0以上では細胞は破壊し,pH2.5～3.7のせまい範囲での
 み活動電位は発生し,正常のpH3,5で50珊vの大きさが,2.9では80ητv,2.5では100
 肌vとほぼNernstの式に従った傾斜を示し,活動電位が液胞膜におけるH+の透過性増大でお
 こる可能性を示した。この活動電位により液胞から細胞質に運ばれるR+の量を概算すると,中
 性であると思われる細胞質のpHは活動電位の頂点時に4.4となる。すなわち発光果粒を含む細
 胞質のpHは中性附近から数msec以内に急激に低下する。生細胞で活動電位を介しないで発光
 させることは出来なかったが,pH8の抽出液の中で細胞を破砕し,遠心して得たある分画がpH
 を5.5に急激に低下するだけで生体と類似の発光をすることをつきとめた。以上の実験から,こ
 の生物の興奮一発光連関ほ,活動電位二=液胞のH+の細胞質への透入→発光酵素と基質のH+
 濃度上昇による反応→発光という図式を結論することができた。これは生物学における重要な貢
 献であり,この研究は自立して研究活動を行なうに必要な高度の研究能力と学識を有することを
 示している。よって,縄田朋樹提出の論文は理学博士の学位論文として合格と認める。
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